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摘 要 选用 了 翟 消 髓 灰质 炎 病 毒 ,3 批 活 疫苗 样品 (WHO/ 卫 参考 制品 ,93/363 和 3] 两 批 次 体 神 经 毒 力 实 
验 不 合格 的 疫苗 ) 和 1 株 标 准 强 毒 株 {(Leon) , 消 髓 内 注 人 携带 有 人 细胞 湖 髓 灰质 炎 病 毒 受 体 基因 的 转基因 小 鼠 
(PVR Tg21)。 临 床 观察 和 组 织 病 理学 检查 表明 ,Lecn 病毒 的 毒 力 极 强 ,2.0 logioTCIDw 可 使 100% 小 鼠 麻 痹 和 死 
亡 。WHO/ 卫 疫苗 参考 制品 毒 力 最 弱 ,5.5 logioTCIDso 才 能 使 81.7% 小 刀 麻 赂 和 51.7% 小 鼠 死 亡 。 另 两 个 疫苗 样 
品 的 毒 力 都 高 于 参考 制品 。 各 项 观察 指标 随 毒 力 不 同 而 有 明显 差别 ,和 铬 体 神经 毒 力 实验 结果 一 致 。 证 明 PVR 
Tg21 小 鼠 可 用 作 评 价 消 骨灰 质 炎 活 疫 苗 毒 力 试验 的 动物 模型 ,也 可 用 干 病毒 学 和 流行 病 学 研究 。 


关键 词 ” 贿 睛 灰质 炎 活 疫苗 ,神经 毒 力 试验 ， 转 基因 小 鼠 ， 动 物 模 型 
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疹 髓 灰质 炎 城 毒 活 疫苗 (OPV) 具有 强 的 免 
疫 原 性 ， 使 用 方便 ， 通 合 大 量 人 群 免疫 ， 在 控制 和 
消灭 脊 艇 灰质 炎 这 一 危害 严重 的 传染 病 上 发 挥 着 重 
要 作用 。 

脊 髓 灰质 炎 病 毒 (PV) 的 自然 宿主 是 人 ,但 
是 它 也 可 引起 猴子 的 麻 站 性 疾患 。 特 别 是 用 兰 艇 内 
注射 的 方法 将 病毒 注 人 后 ， 可 引起 典型 的 背 艇 前 角 
运动 神经 元 的 损伤 。 由 于 病毒 毒 力 不 同 ， 所 引起 的 
CNS 病变 程度 有 明显 差异 。 因 此 被 氟 界 卫生 组 织 
的 疫苗 规程 选 之 为 唯一 的 评价 脊髓 灰质 炎 活 疫苗 神 
经 毒 力 的 方法 (WHO，1990)。 儿 体 神经 毒 力 试验 
(MNVT) 也 用 于 疮 髓 灰质 炎 活 疫苗 育 选 毒 株 的 鉴 
定 及 重大 流行 病 学 的 研究 。 但 是 ， 由 于 夕子 价格 昂 
贵 ， 取 材 不 便 ， 洪 在 猴 病 毒 的 危害 等 ， 使 它 的 广泛 
应 用 受到 一 定 的 限制 。 

由 于 分 子 生物 学 技术 的 发 展 ,不 同 强 弱 毒 株 状 
钵 灰质 炎 病 毒 的 核酸 全 序列 被 测定 出 来 。 近 些 年 
来 ,人 类 冰 钥 灰质 炎 病 毒 受 体 (PVR) 基 因 的 核酸 结 
构 得 到 认证 [Mendelsohn 等 ,1989; Koike 等 ,1990)。 
继 之 , 捞 带 人 冰 髓 灰质 炎 病 毒 受 体 基因 的 转基因 小 
鼠 (Tg PVR) 相 继 建立 起 来 (Ren 等 ,1990;Koike 等 ， 
1991) ,这 些 研 究 成 果 为 背 艇 灰质 炎 病 毒 能 够 感染 非 
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灵 长 类 动物 和 细胞 创造 了 条 件 。 

一 些 初 步 的 研究 表明 ， 已 建立 的 带 有 疹 髓 灰质 
炎 病 毒 受 体 基因 的 转基因 小 鼠 对 消 髓 灰质 炎 病 毒 有 
一 定 的 敏感 性 (Ren 等 ,1991;Abe 等 ,1995; 郭 仁 等 ， 
1998) ,但 不 同 鼠 系 和 不 同 病 毒 接种 途径 及 剂量 有 一 
定 的 差异 。 这 为 国际 病毒 学 家 和 疫苗 专家 所 重视 。 
1992 年 世界 卫生 组 织 首先 召开 了 一 个 非 正式 的 顾 
问 会 议 , 对 人 类 病毒 敏感 的 转基因 小 鼠 饲 养 管 理 和 
分 发 提出 了 建议 (WHO,1993)。 继 之 ,又 连续 召开 
了 3 次 专家 顾问 会 议 讨论 对 兰 复 灰质 炎 活 疫苗 神经 
毒 力 试验 模型 的 研究 方案 (WHO, 1993, 1995 ， 
1997)。 此 项 研究 的 主要 目的 在 于 确定 选用 转基因 
小 鼠 品 系 、 不 同 毒 力 疫苗 病毒 的 接种 剂量 、 途 径 和 
评价 临床 与 组 织 病理 学 观察 结果 及 用 于 疫苗 神经 毒 
力 试验 模型 的 可 行 性 。 我 们 参加 了 此 项 国际 合作 研 
究 。 本 文 报告 了 我 们 的 研究 结果 。 


1 材料 和 方法 


1.1 转基因 小 时 

我 们 选用 的 是 ICR-PVR Tg21 转基因 小 鼠 。 本 
系 小 鼠 是 由 Koike 等 建立 和 培育 的 ,和 他 们 建立 的 
PVR Tgl 系 相 比 , 有 较 低 的 PVR 转基因 拷贝 ,因而 
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也 具有 较 低 的 病毒 敏感 性 (Dragunsky 等 , 1996 )。 
该 小 筷 由 日 本 实验 动物 研究 中 心 饲 养 . 繁 殖 和 质量 
管理 。 由 该 研究 中 心 主任 Nomura 博士 按 我 们 的 要 
求 赠送 和 空运 过 来 。 小 鼠 年 龄 为 5 一 8 周 , 肉 雄 各 
半 , 无 特殊 致 病因 子 , 从 日 本 空运 到 昆明 10 d 后 用 
于 实验 研究 。 

1.2 病 毒 

选用 耳 型 消 体 灰质 炎 病 毒 ,分 两 批 进行 实验 。 
第 1 次 为 3 个 不 同 毒 力 水 平 的 病毒 与 疫苗 样品 :中 
Leon 株 , 为 下 型 强 毒 标 准 株 ; 四 WHO 区 ,为 亚 型 
SABIN 疫苗 株 的 国际 参考 制品 ; @93/363, 是 一 批 
下 型 SABIN 疫苗 ,经 钱 体 神经 毒 力 试验 证 明 高 于 疫 
苗 株 标准 ,被 判 为 不 合格 的 疫苗 制品 。 

第 2 次 实验 为 2 个 毒 力 相近 的 疫苗 制品 :中 
WHO 下 ,标准 参考 制品 ,其 核酸 序列 的 $ 端 非 编 区 
472 位 的 口 碱 基 有 0.5% 返 祖 为 C, (472 一 C 占 
0.5% ); 回 3] ,一 批 疫苗 制品 .472 一 C 占 1.7% , 猴 体 
神经 毒 力 试验 为 边缘 制品 。 

所 有 4 个 病毒 样品 , 均 由 英国 国立 生物 制品 标 
准 研 究 所 Dive 现 ood 博士 提供 ,用 干冰 保存 特快 运 
来 。 在 本 实验 室 应 用 Hep 一 2 细胞 重复 滴定 ,核对 
滴 度 后 直接 用 于 试验 。 

1.3 小 刀 接 种 方法 

将 1 mL 含 100 mg 氢 胺 角 (Ketamine) 与 0.1 
mL 含 2mg 的 Xylazine 混合 ,加 入 生理 盐水 总 量 至 
10 mL。 经 腹腔 注射 使 小 鼠 麻 醉 。 用 日 本 EXMIRE 
公司 生产 的 25 pL 注射 器 和 特制 0.5 英寸 长 33 号 
标准 针头 ,在 放大 镜 帮 助 下 将 5 pL 的 病毒 样品 注 人 
每 只 转基因 小 鼠 的 俏 休 内 腰 膨 大 处 (图 1) {Dragun- 
sky 等 ,1996 )。 

1.4 临床 观察 

小 鼠 注 人 病毒 样品 后 编号 , 放 回 清洁 条 件 下 铜 
养 。 每 天 观察 2 次 ,注意 记录 临床 出 现 的 麻痹 死亡 
情况 。 共 观察 14 d。 在 24 h 内 出 现 的 因 注 射 损伤 
致 麻 兽 或 死亡 者 作 无 效 小 鼠 了 予以 删除 。 根 据 临 床 观 
察 结 果 ,计算 4 项 指标 进行 评价 。 人 站 半数 致 麻 竟 量 
(PDa) ;外 半数 致死 剂量 (LDw), 此 2 项 指标 是 按 
Spearman-Karber 法 (Kaplan 等 ,1973) 计 算 ; 图 平均 
临床 记分 (MCS)。 按 3 个 分 值 计算 ;0 分 表示 观察 
期 间 无 麻 短 样 症状 ;1 分 表示 曾 出 现 麻 痹 ,但 仍 能 存 
活 至 观察 到 期 ;2 分 表示 死亡 或 严重 麻痹 需 中 途 处 
死 。 转 平均 临床 症状 出 现 日 (MFT), 指 注射 样品 后 
到 第 1 次 出 现 临 床 麻痹 症状 的 日 数 。 





图 1 小 鼠 将 丘 内 接种 区 域 图 示 
Fig. 1 Schematic view of mouse spinal inoculation area 
LL: 原 肋 割 带 {lumbocostal iigament);T13: 第 13 脾 椎 (13* thoracic 
vertebra) jiLl :第 1 奈 椎 (1* lumbar vertebra);TP :和 宕 椎 模 突 { rrans- 
verse process}:IS: 管 椎 骨 间 腺 {intervertebrae space} NIS: 针 头 人 
点 {needle insertion site)。 


1,5 组 织 病理 学 检查 

观察 期 间 死 亡 和 至 观察 期 末 的 小 鼠 处 死 后 , 取 
出 脑 和 党 钥 , 用 1% 福 尔 马 林 固 定制 作 病 理 切片 。 
每 只 小 鼠 选 取 腰 影 大 6 片 , 颈 膨大 5 片 , 延 脑 、 桥 脑 
和 小 脑 、 中 脑 、 丘 脑 和 皮层 共 4 片 。 用 没食子 兰 染 
色 , 组 织 损伤 程度 按 如 下 标准 记分 。1 分 :有 1 或 2 
个 炎 性 病灶 ,没有 神经 元 损伤 ;2 分 :有 2 或 3 个 中 
等 大 小 炎 性 病灶 或 弥散 性 炎症 ,轻微 的 运动 神经 元 
损伤 ;3 分 :有 1/3 运动 神经 元 损伤 , 较 多 的 进展 性 
病灶 或 弥漫 性 炎症 ;4 分 :有 2/3 及 以 上 运动 神经 元 
损伤 及 进展 性 病灶 。 记 录 每 只 小 鼠 组 织 病 变 得 分 ， 
计算 出 每 只 小 鼠 厢 、 颈 及 脑 部 的 平均 病变 得 分 进行 
分 析 评 价 。 


2 结 果 


2.1 临床 观察 结果 

将 下 型 脊 体 灰 质 炎 疫苗 或 标准 强 毒 株 注 人 转 基 
因 小 鼠 {PVR Teg21) 脊 人 条 后 ,14 qd 内 可 观察 到 明显 的 
蜂 床 麻痹 出 现 和 死亡 { 表 1)。 在 第 1 次 实验 中 ,看 
型 强 毒 株 (Lecn) 呈 现 极 强 的 毒 力 症 象 。10!0 病 毒 
剂量 ( 即 10TCIDso) 即 可 使 40% 的 小 鼠 麻 并 和 死亡 。 
PDsgo 和 LDs 均 为 101"1TCIDso, 冰 朵 灰质 炎 活 疫苗 
的 标准 参考 【WHO 看 即使 注入 1055 病 毒剂 量 ， 
才能 使 81.7% 小 和 鼠 麻 痹 和 51.7% 小 筷 死 亡 。 平 均 
临床 麻痹 出 现时 间 推 返 5.9d,PDs 为 104"” 了 ,LD 为 
105227。 而 一 批 MNVT 试验 不 合格 的 疫苗 (93/363) 
转基因 小 鼠 的 临床 观察 , 毒 力 也 明显 高 于 标准 参考 ， 
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再 1 转基因 小 妇 (Tg21) 将 岩 内 接种 古 型 冰 儿 灰质 炎 病 毒 后 的 临床 观察 
‘Table 1 Clnical observation of PVR Tg21 mice intranspinally inoculated with different pilHovirases type 3 
病毒 技 种 剂量 小 出 。 麻痹 《pralysis) 死亡 (death) 
Te ed es 有 人 全 的 i LD 
wrine) ER lated) inoculated 《MEFT) 
104:0 5 2.0 1.0 100 100 
103. 5 2.0 1.0 100 100 
Leon 1022 5 2.0 1.8 100 101:! 100 10.! 
10!50 5 0.8 9.2 各 40 
1 5 0 >14 0 0 
1055 25 1.84 1.9 93.4 93 ,4 
104.3 25 1.68 3.4 91.7 75.0 
93/363 103.5 25 1 60 4.8 88.4 102.8 75,0 102.8 
102.5 25 0.72 10,7 33,4 26.7 
1015 15 0,20 12.2 14.3 0 
105-5 25 1.37 5.9 81,7 51.7 
1045 25 0.64 11.8 32.9 29.3 
WHO 1035 25 0.08 12.7 10.0 104.7 10.0 104.” 
1025 25 0 >14 0 0 
10! 5 15 0 >14 0 0 
WHO 1045 30 0.59 10,8 37.9 一 20.7 一 
1033 30 0.47 11.9 23.3 一 23,3 一 
可 1043 24 1.13 7.1 75.0 一 37.5 一 
103.3 24 0.57 10.5 38.1 一 19,1 一 


* MCS: mean tlinical scores; MFT:; mean failure time. 


一 一 5 一 不 同 病 毒 样品 平均 临床 记分 
(CS for different virue aamples) 14.0 





uy -地 - 不 同 病 毒 样品 平均 临床 症状 出 现 日 
(ET for different virua apap1aa) 
3.5 E 
9.0 一 
Pe 开 讶 
8 5 丑 。 
要 Q 2.5 E: 
灾 3 2.0 = 
长 < 攻 5 
蛆 二 1.5 蔷 E33 
于 : 
里 1.0 
0.5 
0.0 
疫苗 或 病毒 WHOZII 93/363 LEON 
(vaccina or virus) 
472—pO/% 3.0 关 100 
汪 神 经 毒 力 疫苗 参考 边缘 疫苗 毒 力 略 强 
{monkey neurovirulence [reference vaccine) (margin) te little strong) (nild) 
test) 
不 通过 不 通过 
(attenustion) (fail) (fail) (strong) 


2 不 同 毒 力 的 疫苗 或 病毒 小 锯 峭 刍 内 接种 的 临床 观察 


Fig. 2 Clinical observation of PVR Tg21 mice intraspinally inoculated with different neurovirulent 
poliovaccines or viruses at 4.5 log 10 TCID;o 


1035TCIDa 病毒 剂量 即 可 司 88.4% 小 鼠 麻 痹 和 


75% 小 鼠 死 亡 , 与 WHO/ 了 于 相 比 有 2 个 级 数 差 。 


美国 FDA 的 研究 表明 ， 于 型 宵 髓 灰质 炎 城 毒 
活 疫 苗 病毒 的 5 端 非 编码 区 472 世 碱 基 从 U 一 CC 的 
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返 祖 与 毒 力 回升 有 关 〈Chumakov 等 ，1991)。 当 
472 一 C 大 于 2% 了 时， 一 般 获 笨 神 经 毒 力 明显 增高 
而 不 能 通过 疫苗 检定 要 求 。472 一 C 在 1.5% 一 
2.0% 时 ,为 “边缘” 疫苗， 很 可 能 不 能 通过 猴 体 
检定 。 所 以 ,在 第 2 次 试验 时 我 们 选用 WHO 下 
参考 疫苗 (472 一 C 为 0.5%) 和 边缘 疫苗 3] (472 
一 CC 为 1.7%) 进行 对 出 实验 。 在 转基因 小 饼 的 临 
床 观 察 中 也 可 看 出 明显 的 毒 力 善 异 。 “边缘 ” 苗 林 
注 人 1045TCID 时 ， 小 鼠 麻 兽 率 达到 75% ， 死 亡 
率 37.5%， 均 高 于 WHOx 亚 参考 苗 (37.9% 和 
20% )。3 林 苗 临 床 症状 记分 1.13 和 出 现 症状 平均 
日 7.1 也 高 于 WHO/ 下 的 0.539 和 10.8。 

从 我 们 的 实验 中 可 以 看 出 ， 选 择 一 个 合适 的 注 
射 剂 重 ， 对 用 转基因 小 鼠 (PVR Tg21) 来 判定 其 
神经 毒 力 是 重要 的 。 如 果 选 用 注射 1045TCIDs 时 ， 
对 4 个 毒 力 不 同 的 疫苗 和 病毒 【WHO 了 ，3 林 ， 
93/363 和 Leon) 致 小 鼠 麻 兽 率 分 别 为 32.9% 、 
75% 、91% 、100% ( 表 1)。 临 床 症状 记分 和 出 现 
症状 日 也 明显 不 同 (图 2)。 适 合 于 判定 疫苗 的 神 
经 毒 力 ， 与 猴 居 神 经 毒 力 试验 结果 相 吻 合 。 

2.2 组 织 病理 学 改变 

转基因 小 鼠 峭 册 内 接种 脊 盯 灰 质 炎 病毒 后 ,在 
腰部 、 筑 部 和 脑 干 及 大 脑 皮 层 均 可 出 现 不 同 程度 的 
神经 元 损伤 和 炎 性 细胞 温润 等 反应 。 病 变 和 霄 髓 灰 
质 炎 病毒 注入 恒 河 猴 中 枢 神 经 系统 引起 的 病变 相 
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似 。 其 损伤 程度 与 疫苗 病毒 的 毒 力 强 弱 和 病毒 接种 
剂量 有 关 。 对 转基因 小 鼠 来 说 ,我 们 和 国外 实验 的 
结果 均 表明 需 部 和 颈 部 的 损伤 及 其 毒 力 差 异 更 明 
显 , 故 将 我 们 两 次 实验 的 结果 总 结 于 表 2。 如 果 同 
样 用 1045TCIDw 病毒 剂量 组 来 比较 ,疫苗 参考 
(WHOZ 亚 ) 组 织 病理 损伤 平均 记分 , 填 部 为 0.74 一 
0.97, 绒 部 为 0.14 一 0.40,“ 边 缘 ” 苗 林 分 别 为 1.32 
和 0.59, 猴 体 不 合格 的 另 一 批 疫苗 (93Z363 ) 分 别 为 
2.0 和 1.37。 这 和 临床 观察 结果 一 致 。 
3 讨论 

通过 把 人 PVR 基因 导 人 小 鼠 的 基因 组 中 ,已 经 
建立 了 兰 骨 灰质 炎 病毒 敏感 的 转基因 小 鼠 。 但 是 所 
建立 的 不 同 转基因 小 和 鼠 品 系 和 不 同 接种 途径 对 同一 
种 郊 钥 灰质 炎 病 毒 所 产生 的 反应 不 尽 相 同 。 

为 了 建立 评价 消 髓 灰质 炎 疫 苗 神 经 毒 力 的 转 基 
因 小 鼠 模 型 ,WHO 召开 的 专家 顾问 会 议 具 栖 分 析 
了 已 有 的 实验 报告 ,确定 了 选用 PVR Tg21 转基因 
小 鼠 和 元 髓 内 接种 途径 进行 试验 研究 。 我 们 的 试验 
结果 证 明了 这 一 转基因 小 鼠 对 贿 山 灰质 类 病毒 有 足 
够 的 敏感 性 ,对 于 毒 力 相 近 的 不 同 疫苗 病毒 ,特别 是 
WHO 下 疫苗 参考 制品 和 毒 力 稍 高 (93/363) 及 边缘 
制品 (3J) 疫 苗 的 对 比 实验 ,小 鼠 的 临床 症状 和 组 织 
病理 检查 所 表现 的 神经 毒 力 差 异 都 能 鉴别 出 来 。 这 
与 长 笨 神 经 毒 力 试验 的 结果 吻合 。 


表 2 转基因 小 昭 (Tg21) 洗 休 内 接种 页 型 次 熏 灰 质 炎 病毒 后 的 组 织 病理 学 观察 
Table 2 Histopathological obeervation of PVR Tg21 mice intranspinagy Inocalated 


wtth different polioviruses type 3 
试验 病毒 或 疯 前 。 乒 半 人 oj 革 种 小 灵 数 。 有 效 小 要 数 组 织 病理 改变 平均 记分 
《virus {No.of mice {No. of mice mean scores of histopathological changes) 
《test) 人 《amoamt of lated} valideted) - 
vaccine viruses noculated} inoe 用 (lumber)L 闯 {cervical)C {L+O2 
t040 5 5 3.78 .57 2.68 
t030 5 3.67 1.46 2.57 
Leon 102"0 5 5 2.96 ,13 1.% 
101°° 5 5 .12 0.24 0.68 
D 5 5 0.00 0.00 0.00 
105-5 15 15 2.t1 1.03 1.57 
1084.5 15 15 2.00 1,37 1.68 
1 93/363 i035 15 15 1.48 0.94 1.21 
1025 15 15 t.05 0.56 0.81 
10t5 15 地 0.00 0.00 0.00 
105 15 15 1.26 1.00 1 .13 
104.5 15 t4 0.74 0.14 0.44 
WHO 下 1033 15 15 0.05 0.00 0.03 
1025 15 15 0.00 0.00 0.00 
101-5 15 15 0.00 0.00 0.00 
WHOz 了 加 t04-5 30 29 0.9 0.40 0.69 
2 1 30 3 0.86 0.27 0.56 
3] t043 24 24 1,32 0.59 0.% 
108.5 24 2 0Q.56 0.20 0.38 
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消 髓 内 接种 是 适宜 的 接种 途径 。 但 接种 的 病毒 
剂量 不 宜 分 组 赤 多 , 既 消 耗 动物 又 不 便于 简 北 判定 
标准 。 我 们 的 试验 表明 ,选用 (4.5 土 0.5) logio 
TCIDa 一 个 接种 剂量 ,接种 30 只 小 鼠 ,疫苗 样品 与 
参考 制品 同时 对 比试 验 是 适 官 的 。 

本 文 报 告 了 我 们 实验 中 所 得 到 的 具体 实验 结 
果 , 未 作 统计 学 处 理 和 和 分析。 世界 卫生 组 织 专家 顾 
问 会 议 建 议 美 国 FDA 的 医学 统计 专家 Taffs 博士 等 
对 国际 合作 各 实验 室 的 资料 进行 统计 学 处 理 和 分 析 
并 选 定 合适 的 统计 方法 和 判定 毒 力 合格 标准 , 向 
WHO 的 生物 制品 专家 委员 会 提出 建议 。 相 信和 在 不 
太 长 时 间 里 会 有 一 个 比较 合理 的 统计 方法 和 判定 标 
准 可 殿 使 用 。 

转基因 小 鼠 接种 疫苗 病毒 后 ,临床 观察 结果 和 
组 织 病理 检查 结果 是 一 致 的 ,而 且 小 鼠 的 临床 症状 
远 比 猿 体 试验 中 猴子 的 临床 症状 出 现 频率 高 ,易于 
观察 。 甚 至 仅 用 临床 观察 结果 即 可 判定 出 疫苗 制品 
或 病毒 样品 的 神经 毒 力 状况 。 

疹 丹 基质 炎 疫 苗 病 毒 的 神经 毒 力 与 病毒 基因 组 
中 个 别 碱 基 的 返 祖 有 关 。 亚 型 疫苗 病毒 主要 是 472 
位 的 U 一 C, 另 一 位 点 是 2493 位 碱 基 C 一 U。 这 两 
个 位 点 返 祖 变化 相 比 ,以 472U 一 C 的 含量 与 神经 毒 
力 变 化 更 相关 。 工 型 疫苗 病毒 的 480 一 A 和 525>C 
的 返 祖 量 与 荆 型 病毒 的 481 一 G 返 祖 量 与 神经 毒 力 


有 关 。 但 是 对 工 和 工 型 病毒 来 说 ,可 能 还 有 另外 人世 
点 的 碱 基 突变 与 毒 力 相 关 。 美 国 FDA 的 Chamakov 
博士 等 建立 了 一 种 疹 髓 灰质 炎 病 毒 基因 组 位 点 突变 
或 返 祖 的 检测 法 (IMAPREC test) ,可 以 准确 地 测定 
出 一 个 碱 基 位 点 突变 的 量 (Chumakovy 等 ,1991; 彭 
小 忠 等 ,1997)。 这 种 返 祖 与 疫苗 神经 毒 力 的 关系 也 
在 1995 年 一 次 专门 的 WHO 专家 顾问 会 议 上 进行 
了 讨论 ,并 确定 由 国际 合作 研究 来 进一步 验证 。 

目前 参加 WHO 合作 的 几 个 国家 的 主要 实验 室 
都 是 用 亚 型 疫苗 病毒 感染 转基因 小 鼠 , 所 得 结果 相 
当 一 致 。 美 国 FDA 也 进行 了 了 型 消 髓 灰质 炎 疫 苗 
病毒 试验 ,他 们 选用 了 6 批 了 型 硝 丹 灰质 炎 疫 苗 样 
品 注射 PVR Tg21 小 鼠 , 其 中 4 批 猴 体 神 经 毒 力 试 
验 未 通过 。 实 验 结果 表明 转基因 小 鼠 与 猴 体 结果 基 
本 一 致 ,其 中 有 一 批 猴 体 神 经 毒 力 试验 通过 的 疫苗 
在 小 鼠 实 验 中 呈现 毒 力 偏 商 , 这 考 明 PVR Teg21 小 
鼠 比 猴子 有 更 高 的 区 感性 (Levenbook,1998)。 尽 管 
尚 须 选择 一 些 毒 力 试验 分 于 合格 边缘 的 工 型 和 开 型 
疫苗 样品 进行 小 鼠 试 验 验证 ,但 现 有 的 结果 可 以 使 
人 相信 ,转基因 小 鼠 PVRTg21 是 可 以 作为 评价 准 
骨灰 质 炎 活 疫 苗 神 经 毒 力 试验 的 模型 的 。 此 外 由 于 
PVRTeg21 对 冰 髓 灰质 炎 病 毒 相 当 越 感 ,也 可 用 于 准 
体 灰 质 炎 疫 苗 相 关 病 例 和 流行 病 学 的 研究 。 
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一 17 September 1997. Meeting cn Transgenic mice susceptible to 
poliovirus Bs a mode] for neurovirulence tests of live poliomyelitis 
vaccine, Gerewa . WHO. 


TRANSGENIC MICE AS A MODEL FOR NEUROVIRULENCE 
TEST OF LIVE POLIOMYELITIS VACCINES 


GUORen CHEN Shufan LUO Q-sheng WANG Qing-ling YI Hong-kun 2HAN Qiong-fen 
{ Institute of Madica! Biology, CAMS Kunming 650107) 


Abstract Transgenic mice carrying the human po- 
liovirus receptor (PYRTg?21) were inoculated in- 
traspinally with 3 poliovirus vaccine type 4 (WHO/ 
HH，93/363 and 3J) and 1 wild virus (Leyn). The 
clinical data and pathological data indicated that Leon 
Viruses were the most strong neurovirulent. Even a 
dose of 100 TCID could make 100% of the Trans- 
genic mice paralysis and death. When inoculated with 
5.5 log10 TCIDa of the vaccine reference (WHO/ 
HH), only 87.1% of the mice paralyzed ard 51.7% 


of the mice died, and the other 2 lots of poliomyelitis 
vaccine (93/363 and 3]) were higher in the neurovir- 
ulence than the vaccine reference ‘(WHO/H). A 
good correlation was found between the monkey neu- 
rovirulence test (MINVT) and the PYRTg?21 mouse 
neurovirulence test for the 3 vaccine lots. The experi- 
mental results showed that the PVRTg21 transgenic 
mice should possibly be an animal model for the neu- 
rovirulence evaluation of live poliomyelitis vaccines and 
epidemiological surveillance. 








哈 拉 毒 湿地 位 于 松 酸 平原 西北 端 ， 黑 龙 江 省 北江 县 西 
北部 ，123"12 一 123" 35' 下， 和 "36' 一 47 各 ”N。 总 面积 为 
24 000 hm 。 区 内 淹 泡 遍布， 最 大 一 个 贿 池 面积 近 2 000 
hmr*。 泗 泽 类 型 主要 为 芦 全 沼 至 ， 面积 超过 10 000 hmz。 
区 内 元 性 何 居民 点 ， 和 餐 年 只 有 少数 渴 民 在 此 捕 和 鱼 。 因 此 ， 
本 区 仍 保持 着 原 始 景 现 。 优 良 的 生态 环境 ， 每 年 神 吸 引 近 
。 百 万 只 水 鸟 来 此 酉 息 繁衍 。 

“一 一 著者 于 1999 -06 对 此 区 进行 了 撼 暂 的 考察 。 共 记录 
到 丹 顶 扒 (Grus 如 porese) 15 只 【其 中 实体 12 只 ， 听 到 
， 鸣叫 3~5 只 )。 该 区 另外 还 有 几 个 丹顶鹤 氏 殖 点 ， 但 因 时 
” 间 关 系 我 们 未 能 前 往 实地 考察 。 但 据 我 们 估计 本 区 夏季 留 


关键 词 有 丹 顶 扒 ,繁殖 地 ， 哈 拉 海 ， 黑龙 江 首 - 
中 图 分 类 号 Q959.726 


本 文 1999 一 6 一 各 收 到 


S838—D 


黑龙 江 省 又 发 现 一 个 新 的 丹 项 礁 繁殖 地 


/ 居 的 丹 项 锥 至 少 在 20 -30 只 。 在 考察 中 ， 我 们 还 访问 了 


\ 


时 


一 些 居民 及 间 民 。 从 中 了 解 到 春季 迁 德 时 丹 顶 殴 的 数量 达 | 
150 多 只 。 几 年 前 还 有 6 一 10 只 大 天 讽 《Cygnus oygnus) | 
在 此 繁殖 ， 近 几 年 则 未 见 来 此 繁殖 。 迁 逢 时 短 转 类 达 数 十 / 
万 只 ， 加 上 哆 类 、 宵 珊 类 每 年 来 此 停息 的 水 依 达 百 万 只 。 
在 哈 拉 海 沼泽 区 周 图 是 大 片 的 干草 原 ， 每 年 均 有 数 十 只 业 
多 (Owis tarda) 在 此 繁殖 。 迁 逢 数量 达 数 百 只 。1998 年 : 
春季 见 到 的 最 大 迁徙 群 为 50 多 只 。 

此 区 距 札 龙 自然 哥 护 区 仅 有 BQ km， 旦 生境 极其 相 
似 、 基 否 有 白 袍 扒 《Grus vipio) 和 灰 扒 (Grzs grus) 在 
此 繁殖 仍 须 做 进一步 调查 。 
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